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論文内容要旨
目的
 5-FUの抗腫瘍効果発現の機序として,5-FUを分子内に組み込んだRNAが重要な役割
 りを果たすことが知られている。本研究は,RNA代謝および機能から5-FUの作用機序の一
 端を明らかにする目的で,まずRNAの全体像を反映しかつ細胞内機能単位であるPolysomeの
 精製を行ない,それに対する5-FUの影響について検討したものである。
実験方法
 実験に用いた腫瘍細胞は,BDF1マウス腹腔内に継代しているL-1210細胞である。実験は,
 RPMI-1640培地(10%FCS,10μM2-Mercaptoethanol含)中で初代培養したL-1210
 細胞に,種々の濃度の5-FUおよび放射性前駆物質を一定時間作用させ行なった。BDF1マウ
 ス正常肝,再生肝からのPolysomeの精製は,Sippe1らの方法より,L-1210細胞Polysome
 の精製は後述の方法により行ない,又,RNAはPolysomeよりSDS-pheno1-chloroform
 法により抽出した。Polysome,PolysomalRNAの大きさの広がりは,連続性庶糖密度勾配遠
 心パターンから比較検討した。
結果
 1.L-1210細胞Polysomeの精製は,細胞を低張液(1%TritonX-100,0.125mg/ml
 Na-Heparin含)中でDaunce型ホモジナイザーを用いて粉砕し,得られたホモジネートのミ
 トコンドリア後上清を,0.5M,1.OM,2.5M庶糖不連続性密度勾配上で遠心し,mRNAの切
 断の少ない精製度の高いPolysomeを得ることが出来た。2、L-1210細胞,BDF1マウス正
 常肝および再生肝からそれぞれPolysomeを精製し比較したところ,庶糖密度勾配遠心パターン
 上,三者の間に差異はみられなかった。3.5-FU処理中に新たに合成されるRNAによる
 Polysome形成について検討したところ,10『5M5-FU存在下6時間の培養において,3H-UR
 のし-1210細胞Polysomeへの取り込みは対照に比べ約50%減少したが,0.nおよび放射活
 性のパターン上,両者の間に差はみられなかった。またこのPolysomeより抽出したRNAの庶
 糖密度勾配遠心パターンにおいて,O.D.と放射活性のパターンがよく一致した対照に比べて,
 5-FU処理細胞においては放射活性は減少し,ことに18Sに比べ28Sで著明であった。4.5-
 FU処理中に新たに合成されるRNAのPolysome形成について,L-1210細胞を10-7M,10-6
 M,10一5M5-FU存在下6時間培養して比較したところ,3H-5-FUのし-1210細胞Polysome
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 への取り込みは,5-FUの濃度に依存して減少したが,O.D.および放射活性のパターンには
 乙の濃度の範囲内では差はみられなかった。さらにこれらのPolysomeより抽出したRNAの放
 射活性は,5-FU濃度依存性に減少し,その活性パターン上10『5M5-FU処理細胞において,
 3H-URの場合と同様に28Sの著明な減少がみられた。すなわち,この濃度で5-FUによる
 Pre-rRNAのプロセシングが強く阻害されることが明らかとなった。5.5-FUのPolysomal
 RNAへの取り込みにおける濃度の影響を,10-6M,5×10輯6M,10-5M3H-5-FU存在下6
 時間培養したL-1210細胞において検討したところ,PolysomalRNA上の放射活性は3H-5
 -FUの濃度に依存性に増加した。またその活性パターン上,3H-5-FUの濃度が高い程28S
 は18Sに比べ減少し,4～5.8Sが増加していたので,プロセシングは5-FU濃度に依存して
 強く阻害されることが明らかとなった。6.PolysomalRNAへの5-FUの取り込みの経時的
 変化を検討したところ,2×10『6M3H-5-FU存在下で,L-1210細胞PolysomalRNAへの
 放射活性の取り込みは,6時間まで時間依存性に増加した。しかしその活性パターン上,6時間
 目における増加は,18Sに比べ28Sで明らかに少なかった。7.5-FU存在下で新たに合成さ
 れたRNAの代謝を検討するため,細胞を10-5M5-FU存在下3H-URで1時間ラベルした後,
 20時間目までチェスした。5-FU処理細胞においては,PolysomalRNA上の放射活性は,3
 時間目18Sに比べ28Sで低値を示し,6時間目においては3時間目に比べ活性は全体的に増加を
 示したが,20時間目の放射活性は6時間目のそれに比べて著しく低値となり,その低下は28Sの
 みならず18Sにも認められた。
考按
 本研究で設定したL-1210細胞Polysomeの精製条件は,庶糖密度勾配遠心パターン上,混
 入物が少なく細胞内での構造がよく保たれたPolysomeであることが確認され,適切なものであ
 ると考えられる。5-FUのRNAに及ぼす影響を検討する時,これまで報告された各クラスの
 RNAを単離して行なったものに比べ,Polysomeを中心とする本研究はRNAの全体像や機能
 的側面をより的確に反映するものと考えられる。本研究により,.5-FUを分子内に組み込んだ
 RNAは,プロセシングの阻害を受けるためPolysomeの形成が妨げられ,又,一部は成熟した
 RNAとしてPolysomeを形成するが,その崩壊は正常のRNAに比べて早いことが判明した。
 このことは,5-FUの作用機序を解明する上で重要なものと考えられ,さらに今後5-FUを
 分子内に組み込んだRNAより成るPolysomeの蛋白合成能や,DNA合成との関連について検
 討を広げる必要があると考えている。
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 審査結果の要旨
 5-FUは胃癌を中心とした消化器癌,乳癌,肺癌,頭・頚部癌などに有効な薬剤として,現在,
 臨床上最も多用されている抗癌剤の1っであるが,作用機序の詳細は未だ十分明らかではない。
 本研究は,RNA代謝および機能から5-FUの作用機序の一端を明らかにする目的で,RNAの全
 体像を反映し,かつ,細胞内機能単位であるpolysomeの精製を行い,それに対する5-FUの影
 響を検討したものである。
 著者は,まずし-1210細胞を1%TritonX一ユ00,0.125mg/mlNa-Heparinを含む低張液中で
 Daunce型ホモジナィザーを用いて粉砕し,得られたホモジネートのミトコンドリア後上清を,
 0.5M,1.OM,2.5M庶糖不連続性密度勾配上で遠心し,mRNAの切断が少ない精製度の高い
 polysomeを得ることに成功している。ついで,このpolysomeを用いて,10-5M5-FU存在下
 における3H-uridineのpolysomeへのとり込みおよびこのpolysomeより抽出したRNAの庶糖
 密度勾配遠心パターンを検討し,3H-uridineのpolysomeへのとり込みは,対照に比べ約50%
 減少したが,O.D.および放射活性パターンでは対照との間に差のないことを認め,RNAの遠
 心パターンにおいても放射活性は減少し,ことに18Sに比べ28Sで著明であることを示した。
 さらに,著者は種々の濃度の5-FU存在下において,3H-5-FUのpolysomeおよびpolysome
 RNAへのとり込みを検討し,放射活性はいずれも5-FUの濃度に依存して減少したが,RNAに
 おける放射活性パターンは10遍M5-FU処理において28Sの減少が著明であることを認めている。
 3H-5-FUの種々濃度におけるpolysomeRNAの放射活性は3H-5-FUの濃度および培養時間に
 依存して増加し,また,放射活性パターン上の28Sの減少,4～5.8Sの増加も濃度依存性であ
 った。また,2×10略M3H-5-FU存在下で6時間まで培養した腫瘍細胞のpolysomeRNA放射
 活性パターンを経時的に検討し,28Sにおける活性の増加は18Sに比べ明らかに少ないことを指
 摘した。
 最後に著者は,5-FUを分子内に組み込んだRNAの代謝を,10『5M5-FU存在下3H-uridine
 で1時間ラベルし,その後20時間まで培養した細胞から経時的に抽出したpolysomeRNAで検討
 し,これらのRNAの崩壊速度は正常RNAに比べて速いことを示唆する成績を得ている。
 本研究はRNAが分子内に5-FUをとり込んだ場合,多くはプロセシングの阻害を受けるため,
 polysome形成が妨げられ,一部は成熟したRNAとしてpolysomeを形成するが,その崩壊は正
 常RNAに比べて速いことを指摘し得たものである。したがって,RNAからみた5-FUの作
 用機序の一端が明らかにされ,5-FU効果の増強策開発および制癌におけるRNAの意義を考え
 る上で,多くの示唆を与えるものである。よって,本論文は学位授与に値するものと認める。
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